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(57) Abstract: The invention concerns a polypeptide capable of forming a structure corresponding or analogous to the intermediate 
state of gp41 and its use in a vaccine for preventing and treating HIV-mediated infections. 

O (57) Abreg* : La pr&ente invention concerne un polypeptide capable de former une structure correspondant a ou mimant 1'tet 
interm^diaire de la gp41 ainsi que son utilisation dans un vaccin utilisation dans la prevention et le traitement des infections parle 
^ VIH. 
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POLYPEPTIDE INDUISANT DES ANT1CORPS NEUTRALISANT LE VIH 

La presente invention se rapporte a un polypeptide mute derivant de la 
proteine gp41, ainsi qu'a un vaccin le comprenant 
5 La mise au point d'une methode d'immunisation contre le VIH est aujourd'hui Tune 

des priorites de la recherche scientifique. 

Les obstacles majeurs que sont la grande variability genetique du virus et la faible 
exposition au systeme immunitaire d 'epitopes viraux neutralisants freinent 
considerablement Telaboration d'une immunity neutralisante. 
10 La glycoprotein d'enveloppe du VIH qui est requise pour conferer au virus son 

caractere infectieux represente la cible d'anticorps neutralisants. Ces caracteristiques ont 
fait de cette derniere un sujet d'investigations intenses. 

L'enveloppe glycoproteique (env) du virus d'immunodeficience humaine-1 (VIH-1) 
est synthetisee a partir du precurseur gpl60 qui donne sous Taction d'une protease les sous- 
15 unites gp 120 et gp41. 

La fixation de gpl20/gp41 aux recepteurs cellulaires (CD4 et un recepteur des 
chimiokines tel que CCR5 ou CXCR-4) induit un changement de conformation de la gp41 
d'un etat latent (non-fiisogene) a im etat fiision-actif (fusogene). Entre ces deux etats, existe 
un etat transitoire dit "intermediaire" pendant lequel la gp41 se presente comme une 
20 proteine membranaire a la fois dans les membranes virale et cellulaire (Weissenhorn et al 
Nature (1997), 387 (6631), 426-30). 

Des experiences de liaison ont permis d'etablir que l'etat latent non-fusogene est 
caracterise par Tinaccessibilit6 de larges portions de Tectodomaine de la gp41. La gpl20 
interagit en effet de sorte a masquer les epitopes. H a par ailleurs 6t6 montre que Tinhibition 
25 du changement de structure de Tetat intermediaire vers l'etat fusogene par des peptides 
utilises en tant que competiteurs pouvait affecter I'infection virale, (Weissenhorn W. et al, 
Molecular Membrane Biology, 1999, 16,3-9). 

L'utilisation de l'etat fusogene de la gp41 a des fins vaccinales est decrite dans 
WO00/40616. Selon cette demande, les helices N peuvent etre utilisees seules ou en 
30 association avec les helices C pour reproduire dans ce dernier cas la conformation fusogene 
delagp41. 

La demand eresse propose un nouvel antigene vaccinal utilisable dans la vaccination 
contre le VIH. La demanderesse a en effet mis en Evidence pour la premiere fois que l'etat 
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intermediaire de la gp41 est capable d'induire des anticorps neutralisant les isolats 
primaires du VHL 

La presente invention concerne done un polypeptide capable de former une structure 
correspondant a ou mimant 1'etat intermediaire de la gp41. 
5 Selon un mode de realisation, ledit polypeptide comprend au moins une mutation 

selectionnee dans le groupe consistant en : T35I ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L ; I101D ou 
S ;I108Det W94D. 

Selon un mode de realisation particulier, le polypeptide comprend au moins une 
autre mutation selectionnee dans le groupe comprenant les mutations suivantes : G13A, L, 
10 M, I, W ou K ; Q17A ou E ; Q18A ou E; A24Q, E, S ou R ; Q28A ; T35I ou L ; V36Q ou 
E ; W37S ou D ; G38A, V,L,I,MouE; Q39A, V, L, I, M ou E ; K40E, A, V, L, I ou M ; 
Q41A, V, L,I,MouE; Q43A, V, L,I,MouE; L47A ou D ; V49I ou L ; R51A, N ou E ; 
Q56I ; C64S ; C70S ;ouL; W94D ; D98A, V, L, I, M ou K ; R99A, N ou E ; I101D ouS ; 
Y104M ou E ; I108D ; Ql 19A, V, L, I, M, S, N ou R ; E120A ; K121A ; E123A ; E125A ; 
15 Rl 53N ou A et Rl 73N ou A. 

Selon un mode de realisation prefere, le polypeptide selon la presente invention 
comprend les mutations suivantes : T35I ; I101D ; T35I + Q28I +I101D ; T35I + Q28I + 
I101D + Q119N; I101D + I108D + Q131N + W37A ou I101D + I108D + Q142N + 
L126D ; W37A + I101D + I108D + Ql 19N ; ou I101D + I108D + Ql 19N + L126D. 
20 Selon un autre aspect la presente invention concerne un conjugue comprenant un 

polypeptide selon Tinvention conjugue a une proteine ou un peptide porteur. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une sequence d'ADN codant 
pour un polypeptide selon Tinvention ou pour un conjugue selon Tinvention. 

La presente invention concerne egalement un vecteur d'expression comprenant 
25 ladite sequence d , ADN ainsi qu'une cellule-hote contenant ledit vecteur. 

La presente invention a egalement pour objet un vaccin contre le VIH, comprenant 
au moins un polypeptide tel que defmi ci-dessus, ou au moins un conjugue tel que defini ci- 
dessus, ou au moins un vecteur d' expression tel que defini ci-dessus, un support 
pharmacetitiquement acceptable et eventuellement un adjuvant. 
30 Un autre objet de la presente invention a trait au proc^de de preparation d'un 

polypeptide tel que defini ci-dessus comprenant Texpression dudit polypeptide a partir 
d'une cellule-hote telle que definie ci-dessus. 

L'invention est decrite plus en details dans la description qui suit. 
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Le phenomene de changement de conformation de la gp41 precedant la fusion des 
membranes cellulaires et virales est illustre a la figure 1. 

La demand eresse a mis evidence de fa9on surprenante que Tetat intermediaire de 
la gp41 induisait chez Phomme des anticorps neutralisant les isolats primaires du VIH. 
5 L'induction d'anticorps neutralisant les isolats primaires peut etre aisement determinee par 
le test de neutralisation tel que decrit dans 1'article de C. Moog et al (AIDS Research and 
human retroviruses, vol. 13(1), 13-27, 1997). On estime dans le cadre de la presente 
invention que des anticorps neutralisants ont ete induits par l'antigene teste lorsque le 
serum dilue au 1/5*™ entraine une reduction d'un facteur 10 de la quantite de p24 presente 
1 0 dans le surnageant de culture. 

On entend dans le cadre de la presente invention par « polypeptide correspondant ou 
mimant Tetat intermediaire de la gp41 » un polypeptide, de preference trimerique, 
presentant dans des conditions physiologiques une conformation ouverte. Cette 
conformation ouverte se caracterise par le fait qu'au moins Tune des helices C n'est pas 
15 appariee autour des helices N selon P orientation anti-parallele telle que presente dans la 
forme fiisogene. De preference, les trois helices C ne sont pas appariees aux helices N selon 
l'orientation anti-parallele telle que presente dans la forme fiisogene. Dans une telle 
conformation, il est probable que l'helice C non appariee au trimere central constitu6 des 
helices N adopte une conformation libre (« coil »). Dans la conformation ouverte selon 
20 l'invention, les helices N sont appariees entre elles selon une orientation parallele en 
formant de preference un trimere. Dans le cas du monomere, la conformation ouverte selon 
Tinvention se caracterise par le fait que l'helice C n'est pas appariee a l'helice N. 

L'obtention d'une conformation ouverte peut etre mise en evidence par la technique 
de mesure de la fluorescence intrinseque du polypeptide telle que decrite par Schmid, F.X. 
25 (1989) « Spectral methods of characterising protein conformation and conformational 
changes » Creighton, T.E. Protein structure- a practical approach. pp251-284, IRL,Oxford 
University Press. En resume, le polypeptide va etre excite a 295 nm et le spectre d'emission 
de la fluorescence va etre enregistree a 310-380 nm. H y a une correlation entre le maximun 
d'emission a ces longueurs d'onde et Tenvironnement des tryptophanes dans la structure. 
30 Un residu tryptophane qui est complement expose au solvant (i.e. environnement 
hydrophile) a un maximum d'emission d'environ 355 nm, alors qu'un residu tryptophane 
qui est proteg6 du solvant (Le. present a Tinterieur du polypeptide) a un maximum 
d'emission d'environ 325 nm. Le polypeptide selon Tinvention presente dans sa forme 
trimerique 9 residus tryptophane au niveau des interfaces tt/C L'obtention d'une 



>JSDOCID: <WO_02053587A2J_> 



WO 02/053587 



4 



PCT/FR02/00031 



conformation ouverte va done se traduire par une augmentation du maximum d'emission 
enregistre a 310-380 nm. 

Le polypeptide selon Finvention a la particularite d'etre stable e'est a dire qu'il 
conserve sa conformation intermediate en conditions physiologiques. La stabilite du 
5 peptide selon Finvention peut etre aisement controlee par la technique de microcalorimetrie 
differentiate (DSC) bien connue de Fhomme de Tart. On peut se referer par exemples aux 
articles de A. Cooper et al, Phil Trans. R. Soc. Lon. A (1993) 345, 23-35, et de 
V.V.Plotnikov et al Analytical Biochemistry 250, 237-244, (1997). 

La demanderesse a egalement mis en evidence de fa9on surprenante que le 

10 polypeptide selon Finvention conservait sa conformation « ouverte » en milieu fortement 
acide. Cette propriete fait du polypeptide selon Finvention un antigene vaccinal 
administrable par voie orale. La demanderesse a en efFet montre que Fectodomaine de la 
proteine gp41 est extremement thermostable a pH2,5. La mesure du Tm (temperature a 
laquelle 50% des proteines present es sont denaturees) de la gp41 dans 50mM de formate de 

15 sodium par DSC (calorimetrie differentielle a balayage) donne une valeur de 110°C, le 
debut du phenomene de denaturation apparaissant a environ 100°C a pH=2,5. La 
thermostability de la proteine gp41 a pH neutre a ete evaluee par Weissenhorn et al 
(EMBO, 1996, 7, 1507-1514). Le Tm mesure a pH neutre par ces auteurs est de 78°C, ce 
qui signifie que de fa9on surprenante cette proteine est plus stable a pH acide qu'a pH 

20 neutre. Ces resultats ont ete confirme par une analyse par dichroisme circulaire visant a 
calculer le pourcentage d'helice alpha dans la proteine. 

La demanderesse a egalement montre que le polypeptide selon Finvention presentait la 
meme particularite. Cette propriete specifique fait du polypeptide selon Finvention un 
antigene vaccinal de choix pour une administration par voie orale. 

25 Le polypeptide selon Finvention est constitue de la sequence correspondant a la 

proteine gp41 depourvue de tout ou partie, de preference de la totalite, de la sequence 
correspondant au domaine transmembranaire. Le polypeptide selon la presente invention est 
en outre depourvu de tout ou partie, de preference de Fintegralite, de la sequence 
conrespondant au peptide de fusion. Selon un mode de realisation prefere, tout ou partie de 

30 la sequence correspondant au domaine intracytoplasmique est egalement delate. 

On entend par « gp41 » dans le cadre de la presente invention, une proteine gp41 
issue de toute souche du VIH1 ou du VIH2, de preference du VIH1, incluant les souches de 
laboratoire et les isolats primaires. On peut citer a titre illu stratifies souches MN et BX08. 
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La sequence nucleotique et peptidique d'un grand nombre de proteines gp41 est 
connue et disponible par exemple sur internet (http://hiv web.lanl.gov/) et dans les 
compendium de Los Alamos correspondants. D est clair que toute sequence dans laquelle 
une ou plusieurs mutations conservatives a ete introduite est egalement incluse dans le 
5 cadre de la presente invention. 

Les differents domaines constitutifs de lagp41 identifies ci-dessus sont definis ici 
par reference a la sequence de la gp41 LAI telle que representee a la figure 2 dans laquelle 
le acide amine A est numerate 1. Tous les auteurs ne s'accordent pas sur la definition 
des sequences correspondant au peptide de fusion et au domaine transmembranaire. Selon 
10 certains auteurs, le peptide de fusion correspond a la sequence 1-32. 

Bien que la suppression de la sequence 1-23 soit preferee, en particulier du fait de la 
presence d'une methionine en position 24, la suppression de la sequence 1-32 est egalement 
appropriee dans le cadre de la presente invention. 

Concernant le domaine transmembranaire, certains auteurs estiment que ce dernier 
15 commence au residu 154. Bien que la suppression de la sequence 173-194 soit preferee, la 
suppression de la sequence 154-194 est egalement envisagee dans le cadre de la presente 
invention. 

Le polypeptide selon l'invention peut etre obtenu par mutation de la sequence 
naturelle de la gp41. 

20 Selon un mode de realisation prefere, le polypeptide selon l'invention est prepare a 

partir de la sequence de lagp41 LAI dans laquelle le domaine transmembranaire et le 
peptide de fusion ainsi qu'une partie du domaine intracytoplasmique ont ete supprimes. 
Cette sequence est representee a la figure 3. 

Les mutations identifiees dans la suite sont numerates par reference a la sequence de 

25 la figure 3 dans laquelle le 1* acide amine M est numerate 1. 

La demanderesse a mis en evidence un certain nombre de mutations qui 
destabilised la structure de l'etat latent et/ou de l'etat fusogene de gp41 (a l'etat 
monomerique et/ou trimerique) et/ou stabilised l'etat intermediate de gp41 (k l*6tat 
monomerique et/ou trimerique), et/ou favorisent la transconformation de Tetat latent a Tetat 

30 intermediate et/ou defavorisent la transconformation de l'etat intermediaire a l'etat 
fusogene. Ces mutations permettent de stabiliser le polypeptide selon l'invention dans une 
conformation ouverte. 

La demanderesse a mis en evidence que le polypeptide selon la presente invention et 
plus particulierement les helices N et C identifiees dans la structure a l'etat fusogene 
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pouvaient etre divisees en quatre regions (numerotees par reference a la sequence de la 
sequence de la figure 3) correspondant respectivement aux sequences Ala7-Ile25 (region 1), 
Glu26-Ala44 (region 2), Arg45-Leu58 (region 3) et Trp94-Lysl31 (region 4) et que les 
mutations modifiant les proprietes electro statiques et/ou Tamphiphilicite et/ou les 
5 proprietes structurales de ces regions conduisent a Tobtention d'un polypeptide en 
conformation ouverte selon T invention. La demanderesse a en particulier montre que la 
modification, de la structure de la region 2, passant d'une structure etendue a une structure 
en helice alpha, entraine la formation de TheliceN et Tobtention d'une conformation 
ouverte. 

10 Les modifications introduites peuvent etre evaluees par des methodes classiques bien 
connues de Thomme de Tart. On peut citer par exemple a titre de methode utilisable la 
methode d'Eisenberg permettant la mesure de Thydrophobicit^ moyenne et du moment 
hydrophobe moyen le long d'une sequence, Tanalyse des clusters hydrophobes, des 
potentiels hydrophobes ou des potentiels electrostatiques moleculaires. Les modifications 

15 de structure peuvent etre evaluees par exemple par des etudes de dynamique moleculaire 
ainsi que par des logiciels de predictions de structures secondares tels que PHD, NPSA, 
etc. Ces methodes sont decrites dans les articles suivants : Methode d'Eisenberg : 
Eisenberg, D., Schwarz, E., Komaromy, M and Wall, R. 1984 Journal of Molecular 
Biology. 179 : 123-142 ; Analyse des clusters hydrophobes : Gaboriaud, C, Bissery, V., 

20 Benchetrit, T. and Mornon, JP. 1987. FEES Letters. 224 (1) : 149-55 ; Potential 
d'Hydrophobicite Moleculaire : Brasseur, R. 1991. Journal of biological chemistry. 266 : 
16120-16127; Potentiel Electrostatique Moleculaire: Delleers, M. and Brasseur, R. 
1989 Biochemical Pharmacology. 38 (15) : 2441-2447 ; Dynamique Moleculaire (Etude 
de la stabilite) : Berendsen, HJ.C, van der Spoel, D. and van Drunen, R. 1995 

25 GROMACS . Computer Physics Communications. 95 : 43-56 ; Dynamique Moleculaire 
(Trans conformation) : Guilbert, C, Perahia, D. and Mouawad, L. 1995. Computer 
Physics Communications. 91 : 263-273 ; PBB> : Rost, B. and Sander, C. 1994 Proteins. 19 : 
55-72 ; NPSA : Combet, C, Blanchet, C, Geouijon, C. and Del6age, G. 2000 TYends in 
biochemical sciences. 25 (3) : 147-150. 

30 La demanderesse a montre que les mutations telles que definies ci-dessus et portant 

sur des acides amines de la region 1 defavorisent les interactions de cette region avec les 
regions 3 et 4 dans l'etat latent et/ou avec la region 4 dans Tetat fiisogene et /ou favorisent 
la multimerisation de cette region dans Tetat fiisogene. Les mutations telles que definies ci- 
dessus et portant sur des acides amines de la region 2 favorisent une structure de cette 
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region en helice a et/ou la transconformation en une telle structure* et/ou defavorisent les 
interactions de cette region avec les regions 3 et 4 dans Tetat latent et/ou avec la region 4 
dans Tetat fusogene et/ou favorisent la multimerisation de cette region dans T6tat fusogene. 
Les mutations telles que definies ci-dessus et portant sur des acides amines de la region 3 
5 favorisent la multimerisation dans Tetat latent et/ou dans Tetat fusogene, et/ou defavorisent 
les interactions de cette region avec les regions 1 et 2 dans Tetat latent et/ou avec la 
region 4 dans Tetat fusogene. Les mutations telles que definies ci-dessus et portant sur des 
acides amines de la region 4 favorisent la multimerisation de cette region dans T6tat latent 
et/ou defavorisent les interactions de cette region avec les regions 1 et 2 dans Tetat latent 

10 et/ou avec les regions 1, 2 et 3 dans Tetat fusogene. 

Les regions 1 a 4 du polypeptide selon Tinvention ainsi que la fonction des 
mutations sont resumees dans les figures 4 et 5. Dans la figure 4, les regions 1 a 4 sont 
localisees dans la proteine gp41 complete incluant done le peptide de fusion (AA 1-23) 
avec le l er acide amin6 A numerate 1). 

1 5 Dans ce qui suit, les acides amines sont representes par leur code international, et le 

code L1NNL2 indique que Tacide amine represente par Li se trouvant en position NN est 
mute en Tacide amine represente par L2. 

La presente invention a done pour objet un polypeptide qui comprend au moins une 
mutation, de preference deux mutations, selectionnee(s) dans le groupe consistant en :T35I 

20 ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L ; I101D ou S ; I108D et W94D, de preference selectionnee(s) 
dans le groupe consistant en :T35I et I101D ou S. Cette premiere mutation est de preference 
associee a au moins une autre mutation, de preference a 1 a 3 mutations, localisee(s) de 
preference dans une ou plusieurs des regions 1 a 4. Dans le cas ou deux mutations sont 
selectionnees dans le groupe ci-dessus, ces mutations sont combinees a au moins une autre 

25 mutation, de preference a 1 a 2 mutations, localisee(s) de preference dans une ou plusieurs 
des regions 1 a 4. 

Le polypeptide selon la presente invention comprend de preference au moins 
deux mutations qui defavorisent les interactions entre les helices N/C. Selon un aspect 
particulierement preferd ces deux mutations sont combinees avec au moins une mutation, 
30 de preference deux mutations, qui favorisent les interactions entre les helices N selon une 
orientation parallele. Ledit polypeptide ainsi obtenu peut avantageusement comporter en 
outre une ou plusieurs des autres mutations presentant les efifets identifies a la figure 4, et 
en particulier au moins une des mutations identifiees dans le tableau 1 aux colonnes 3 k 6. 
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Ces mutations supplementaires sont de preference selectionnees dans le groupe 
comprenant les mutations suivantes : G13A, L,M,lWouK; Q17A ou E ; Q18A ou E; 
A24Q, E, S ou R ; Q28A ; T35I ou L ; V36Q ou E ; W37S ou D ; G38A, V, L, I, M ou E ; 
Q39A, V, L, I, M ou E ; K40E, A, V, L, I ou M ; Q41A, V, L, I, M ou E ; Q43 A V, L, I, M 
5 ou E ; L47A ou D ; V49I ou L ; R51 A NouE; Q56I ; C64S ; C70S ;ouL; W94D ; 
D98A V, L, I, M ou K ; R99A NouE; I101D ou S ; Y104M ou E ; I108D ; Ql 19A V, L, 
I,M, S.NouR; E120A ; K121A ; E123A ; E125A ; R153N ou A et R173N ou A 
De preference les positions K40 et D98 ne sont pas mutees simultanement. 
A titre d'exemple de combinaisons de mutations supplementaires utilisables dans le 

10 cadre de la presente invention, on peut citer : Q17A + Q18A ; Q17A + Q18A + Q28A; 
Q41E + Q43E ; C64S + C70S ; E120A + K121A ; E120A + E123A et K121A + E125A 

Des exemples de polypeptides preferes selon la presente invention sont les 
polypeptides comprenant les mutations suivantes:T35I ; V49I; Q56I; T35I + Q28I 
+I101D ; T35I + Q28I + I101D + Ql 19N ; ; V49I + Q28I +I101D ; V49I+ Q28I + I101D + 

15 Ql 19N ; Q56I + Q28I +I101D ; Q56I + Q28I + I101D + Ql 19N ; I101D ; I101S ; I108D ; 
W94D ; I101D + Q28I + V49I ; I101D + Q28I + Q561 ; I101S + Q28I + T35I ; I101S + 
Q28I + V49I ; 1101 S + Q28I + Q56I ; I108D + Q28I + T35I ; I108D + Q28I + V49I ; ; 
II 08D + Q28I + Q56I ; W94D + Q28I + T35I ; W94D + Q28I + V49I ; ; W94D + Q28I + 
Q56I ; I101D + I108D + Q131N + W37A ; I101S+ I108D + Q131N + W37A W94D + 

20 I108D + Q13 IN + W37A ; I101D + W94D + Q13 IN + W37A ; I101S+ W94D + Q131N + 
W37A; I101D + I108D + Q142N + L126D; I101S+ I108D + Q142N + L126D ; W94D + 
I108D + Q142N + L126D ; I101D + W94D + Q142N + L126D ; I101S+ W94D + Q142N 
+ L126D ; T35I + Q28I + I101S + Q119N; V49I + Q28I + I101S + Q119N ; Q56I + Q28I 
+ I101S + Q119N ; T35I + Q28I + I108D + Q119N ; V49I + Q28I + I108D + Q119N ; 

25 Q56I + Q28I + II 08D + Ql 19N ; T35I + Q28I + W94D + Q119N; V49I + Q28I + W94D + 
Q119N; Q56I + Q28I + W94D + Q119N ; T35L ; V49L ; Q56L ; T35L + Q28I +I101D ; 
T35L + Q28I + I101D + Q119N; V49L + Q28I +I101D ; V49L + Q28I + I101D + 
Ql 19N ; Q56L + Q28I +I101D ; Q56L + Q28I + I101D + Ql 19N ; I101D + Q28I + V49L ; 
I101D + Q28I + Q56L ; I101S + Q28I + T35L ; I101S + Q28I + V49L ; I101S + Q28I + 

30 Q56L ; I10SD + Q28I + T35L ; I108D + Q28I + V49L ; I108D + Q28I + Q56L ; W94D + 
Q28I + T35L ; W94D + Q28I + V49L ; W94D + Q28I + Q56L ; T35L + Q28I + I101S + 
Q119N; V49L + Q28I + 1101 S + Q119N ; Q56L + Q28I + I101S + Q119N ; T35L + Q28I 
+ I108D + Q119N ; V49L + Q28I + I108D + Q119N ; Q56L +.Q28I + I108D + Q119N ; 
T35L + Q28I + W94D + Q119N ; V49L + Q28I + W94D + Q119N ; ou Q56L + Q28I + 
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W94D + Q119N ; W37A + I101D + I108D + Q119N ; ou I101D + I108D + Q119N + 
L126D. 

Ces polypeptides correspondent de preference a un polypeptide de sequence 
SEQ ID N°2 dans lequel les mutations ci-dessus ont 6t6 introduites. 
5 Des exemples de polypeptides particulierement pnSferes dans le cadre de la presente 

invention sont les polypeptides de sequence SEQ ID N°2 dans lesquels les mutations: 
T35I ; I101D ; T35I + Q28I +I101D ; T35I + Q28I + I101D + Q119N ; I101D + I108D + 
Q131N + W37A ou I101D + I108D + Q142N + L126D ; W37A + I101D + I108D + 
Ql 19N ; ou I101D + I108D + Ql 19N + L126D ont 6t6 introduites. 
10 D'autres modifications peuvent 6tre apportees au polypeptide de 1'invention, par 

exemple pour faciliter l'expression et favoriser une meilleure solubility. On peut 
avantageusement remplacer une ou les deux cysteines en position 64 et 69 par exemple par 
de la serine. 

Bien que le polypeptide selon la presente invention presente une conformation 

1 5 ouverte qui soit stable en conditions physiologiques, cette conformation peut Stre renforc6e 
par addition de residus cysteines aux extremites du polypeptide. A cette fin, deux r€sidus 
cysteine supplementaires peuvent etre ajout^s en N-terminal ou en C-terminal, de 
preference en N-terminal du polypeptide selon l'invention pour fixer par covalence le 
trimere dans une conformation ouverte. Dans ce cas, les acides amines Q17 et Q18 sont de 

20 preference mut6s en cysteine. 

Les mutations proposees peuvent etre combinees pour obtenir un effet de synergie 
ou tout au moins un efifet additif. Le polypeptide selon la presente invention comprend de 
preference au moins deux mutations qui dSfavorisent les interactions entre les helices N/C. 
Selon un aspect particulierement pref£r6 ces deux mutations sont combinees avec au moins 

25 une mutation, de pn§f<§rence deux mutations, qui favorisent les interactions entre les 
helices N selon une orientation parallele. Ledit polypeptide ainsi obtenu peut 
avantageusement comporter en outre une ou plusieurs des autres mutations pr£sentant les 
effets identifies a la figure 4, et en particulier au moins une des mutations identifiees dans le 
tableau 1 aux colonnes 3 k 6. De preference les positions K40 et D98 ne sont pas mut£es 

30 simultan^ment. 

Les mutations proposes dans le cadre de la presente invention sont r£sum6es dans le 
tableau 1. 
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Le polypeptide selon Tinvention peut etre obtenu par toute technique classique de 
synthese chimique ou de genie genetique. 

Lorsque le polypeptide est produit par synthese chimique, le polypeptide selon Tinvention 
peut soit etre synthetase sous la forme d'une sequence unique, soit sous la forme de plusieurs 
sequences qui sont ensuite liees les unes aux autres. La synthese chimique peut etre realisee 
en phase solide ou en solution, ces deux techniques de synthese etant bien connues de 
Thomme de Tart. Ces techniques sont d^crites notamment par Atherton et Shepard dans 
« solid phase peptide synthesis (IRL press Oxford, 1989) et par Houbenweyl dans « method 
der organischen chemie » edite par E.Wunsch vol, 15-1 et II thieme, Stuttgart, 1974, ainsi 
que dans les articles suivants : Dawson PE et al (Synthesis of proteins by native chemical 
ligation Science 1994 ; 266(5186):776-9) ; Kochendoerfer GG et al (Chemical protein 
synthesis. Curr Opin Chem Biol 1999 ; 3(6):665-71); et Dawson PE et al Synthesis of native 
proteins by chemical ligation, Annu Rev Biochem 2000 ; 69:923-60. 

Le polypeptide selon Tinvention peut etre egalement produit par les techniques de genie 
genetique bien connues de Thomme de Tart. Ces techniques sont decrites en details dans 
Molecular Cloning ; a molecular manual de Maniatis et al, Cold Spring Harbor, 1989). 
Classiquement, la sequence d'ADN codant pour le polypeptide selon l'invention est inseree 
dans un vecteur d' expression, mutee par mutagenese dirigee. Lorsque que plusieurs 
mutations doivent etre introduite, une premiere reaction de mutagenese est realisee, puis le 
plasmide mute resultant est utilise comme matrice pour la realisation de la deuxieme reaction 
de mutagenese afin d ! obtenir le plasmide comprenant la double mutation. Lorsque 2 
mutations sont separees de moins de 5 acides amines, ces deux mutations sont realis6es 
simultanement avec un seul oligonucleotide qui porte les deux mutations. 
Le vecteur d'expression renfermant la sequence mutee est ensuite utilise pour transformer 
une cellule hote permettant T expression de la sequence d'interet. Le polypeptide produit est 
ensuite isol6 du milieu de culture par des techniques classiques bien connues de Thomme de 
Tart, telles que precipitation a Tethanol ou au sulfate d'ammonium, extraction par Tacide, 
chromatographic d'echange d'anion/cation, chromatographic sur phosphocellulose, 
chromatographic d'interaction hydrophobe, chromatographic d'affinite, chromatographic sur 
hydroxyapatite et chromatographic sur lectine. De preference, la chromatographic liquide a 
haute performance (HPLC) est utilisee dans la purification. 

Selon le systeme expression utilis6 (proteine secretee ou non) et selon le proced6 de 
purification, le polypeptide purifie peut se presenter sous differentes formes. H peut etre sous 
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une forme denaturee ou non denaturee, monomerique ou multimdrique. Lorsqu'il se trouve 
sous une fonne denaturee il est possible de lui rendre sa conformation ouverte selon 
Tinvention en utilisant le procede decrit dans T exemple 1. Pour obtenir des formes 
multimeriques et en particulier des trimeres les molecules de polypeptide purifiees doivent 
etre placees dans un milieu qui permet aux molecules d'etre parfaitement solubles et 
essentiellement sans interaction entre elles et de preference sans structure secondaire. Pour 
cela on peut utiliser des detergents tels que dodecyl sulfate de sodium, N lauryl sarcosine, 
Guanidinium chloride, Uree, Thiocyanate de sodium ou des agents chaotropiques. On pounra 
favoriser les conditions desirees par Putilisation de solvants organiques ou Putilisation 
d'acides. Cette premiere condition etant satisfaite, on place Fechantillon dans une cassette de 
dialyse pour eliminer une partie des agents chaotropiques, de fafon a favoriser les 
interactions entre les monomeres de polypeptide en conservant aux molecules suffisamment 
de solubilite. Dans une deuxieme etape, la formation des trimeres etant favorisee, on dialyse 
completement Techantillon dans un milieu physiologique qui maintient le polypeptide en 
solution ou en suspension. On obtient alors des trimeres du polypeptide selon Tinvention 
dans une conformation ouverte. Une telle technique est decrite en detail dans WO00/08167. 

Tout vecteur d'expression classiquement utilise pour Pexpression d'une proteine 
recombinante peut etre utilise dans le cadre de la presente invention. Ce terme englobe done 
aussi bien les vecteurs d'expression dits « vivants » tels que les virus et les bacteries que les 
vecteurs d'expression de type plasmidiques. 

On utilise de preference des vecteurs dans lesquels la sequence d'ADN du 
polypeptide selon Tinvention est sous la dependance d'un promoteur fort, inductible ou non 
inductible. On peut citer a titre d'exemple de promoteur utilisable, le promoteur de TARN 
polymerase 17. 

Les vecteurs d'expression incluent de preference au moins un marqueur de selection. 
De tels marqueurs incluent, par exemple, la dihydrofolate reductase ou la resistance k la 
neomycine pour la culture de cellule d'eucaryote et les genes de resistance k la kanamycine, 
tetracycline ou ampicilline pour la culture dans E. coli et autres bacteries. 

On peut citer a titre de vecteur d'expression utilisable dans le cadre de la presente 
invention les plasmides pET28 (Novagen) ou pBAD (Invitrogen) par exemple ; les vecteurs 
viraux tels que : baculovirus, poxvirus en particulier les poxvirus decrits dans les brevets 
US 5,942,235, US 5,756,103 et US 5,990,091, les virus de la vaccine recombinants, en 
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particulier les vims recombinants decrits dans les brevets EP 83286, US 5,494,807 et 
US 5,762,938. 

La mutagenese dirigee est realisee selon les techniques usuelles couramment utilisees 
par Phomme de Tart, par exemple, en utilisant la polymerase Pfu (Quich Change 
5 Mutagenesis Kit, Strategene) ou le kit de mutagenese de Bio-Rad. Les mutations sont 
confirmees par sequen9age de la fa9on usuelle. Ce type de methode est decrit en detail dans 
le Maniatis et al (Molecular cloning, a laboratory manual cf supra). 

Pour favoriser Fexpression et la purification du polypeptide, ce dernier peut etre 
exprime dans une forme modifiee, telle qu'une proteine de fusion, et peut inclure non 
10 seulement des signaux de secretion, mais aussi des regions fonctionnelles heterologies 
supplementaires. Par exemple, une region d'acides amines supplementaires, particulierement 
des acides amines charges, peut etre ajoutee au N-terminal du polypeptide pour ameliorer la 
stabilite et le maintien dans la cellule hote. 

Pour T expression du polypeptide, toute cellule hote classiquement utilis6e en 
15 association avec les vecteurs d'expression decrits ci-dessus peut etre utilis6e. 

On peut citer a titre d'exemple non limitatif les cellules de E. coli, BL21 (ADE3), 
HB101, Topp 10, CAG 1139, Bacillus, les cellules eucaryotes telles que CHO ou Vera. 

De preference on utilisera dans le cadre de la presente invention le systeme vecteur 
d'expression /cellule suivant : pET(Cer) /BL2 lLamdaDE3, ou BL2 1 lamdaDE3(RIL). 
20 En fonction de l'hote employe dans la procedure de production par voie 

recombinante, les polypeptides de la presente invention peuvent etre glycosyles ou non- 
glycosyles. En plus, les polypeptides de Tinvention peuvent aussi inclure un residu de 
methionine supplemental en N-terminal. 

La presente invention a egalement pour objet les conjugues comprenant un 
25 polypeptide selon Tinvention et une proteine porteur ou un peptide porteur. 

La proteine (ou peptide) porteur renforce Timmunogenicite du polypeptide selon 
Tinvention notamment en augmentant la production d'anticorps specifiques. Ladite proteine 
(ou peptide) porteur comprend de preference un ou plusieurs epitope(s) T helper. Par 
« epitope T helper », on entend un enchaTnement d'acides amines qui, dans le contexte d'une 
30 ou plusieurs molecules du MHC classe n, active les lymphocytes T helper. Selon un mode 
de realisation avantageux, la proteine (ou peptide) porteur utilisee ameliore la solubilite dans 
Teau du polypeptide selon Tinvention. 
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Comme proteine porteur on peut utiliser par exemple les proteines de surface de 
phages comme la proteine pin ou pVm du phage Ml 3, les proteines de surface bacteriennes 
comme les proteines LamB, OmpC, ompA, ompF et PhoE d'E. coli, la proteine CotC ou 
CotD de B. Subtilis, les porines bacteriennes comme la porine PI de Neisseria gonoirheae, la 
5 porine PI ou P2 d'H. influenzae B, la porine de classe I de N. meningitidis B, la porine P40 
de K. pneumoniae, des lipoproteins telles que OspA de B. bugdorfi, PspA de 
S. pneumoniae, TBP2 de N. meningitidis B, TraT d'E. coli ainsi que l'adhesine A de 
S. pneumoniae ; les « heat shock » proteines telles que Hsp65 ou Hsp71 de M. tuberculosis 
ou bovis ou Hin 47 d'H. infuenzae type B. Sont egalement particulierement appropriees dans 
10 le cadre de la' presente invention, les toxines bacteriennes detoxifiees comme l'anatoxine 
tetanique ou diphterique, la sous unite B de la toxine cholerique, la sous unite B de la toxine 
cholerique, la sous unite B de l'endotoxine A de P. aeruginosa ou l'exotoxine A de S. aureus. 

Comme peptide porteur on peut utiliser par exemple dans le cadre de la presente 
invention les peptides p24E, p24N, p24H et p24M decrits dans W094/29339 ainsi que les 
15 peptides PADRE tels que decrits par Del guercio et al (Vaccine (1997) ; voll5/4, p441-448). 

La proteine (ou peptide) porteur est liee a l'extremite N ou C terminate du 
polypeptide selon F invention par tout procede de conjugaison bien connu de l'homme de 
Tart. De plus, la sequence codant pour la proteine (ou peptide) porteur peut avantageusement 
etre fusionnee a la sequence codant pour le polypeptide selon l'invention et la sequence 
20 resultante peut etre exprimee sous la forme d'une proteine de fusion par tout procede 
classique. Toutes les techniques de genie genetique utiles pour ce faire sont decrites dans le 
Maniatis et al. Lesdits conjugues peuvent etre isoles par tout procede classique de 
purification bien connus de Thomme de Tart. 

La presente invention a egalement pour objet les sequences d'ADN codant pour les 
25 polypeptides et les conjugues selon l'invention .ainsi que les vecteurs d'expression 
comprenant lesdites sequences et les cellules hotes transformees par lesdits vecteurs. 

Plutot que d'extraire et de purifier le polypeptide ou le conjugu6 exprim6 par le 
vecteur d'expression il est souvent plus facile et parfois plus avantageux d'utiliser le vecteur 
d'expression lui-meme dans le vaccin selon l'invention. La presente invention a done 
30 egalement pour objet tout vecteur d'expression tel que d6fini ci-dessus. 

Toute cellule hote telle que definie ci-dessus transform^ par un tel vecteur 
d'expression est incluse dans le cadre de la presente invention. 
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La presente invention a egalement pour objet les anticorps diriges contre les 
polypeptides et conjugues tels que decrits ci-dessus. La preparation de tels anticorps est mise 
en oeuvre par les techniques classiques d'obtention d'anticorps polyclonaux et 
monoclonaux bien connues de rhomme de Part. 
5 Ces anticorps sont particulierement appropries pour etre utilises dans un schema 

d' immunisation passive. 

La presente invention a egalement pour objet des vaccins utiles a des fins 
therapeutiques et prophylactiques. Les vaccins selon la presente invention comprennent au 
moins un polypeptide, au moins un conjugue ou au moins un vecteur d'expression tel que 
10 defini ci-dessus, un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable et eventuellement un 
adjuvant. 

La quantite de polypeptide, de conjugue ou de vecteur dans le vaccin selon la 
presente invention depend de nombreux parametres comme le comprendra Phomrne de Tart, 
tels que la nature de la proteine porteur, le vecteur utilise ou, la voie d 'administration. Une 

15 quantite appropriee est une quantite telle qu'une reponse immunitaire humorale capable de 
neutraliser des isolats primaires du VEH est induite apres administration de cette derniere. 
La quantite de polypeptide a administrer est de Pordre de 10 a 100 micro grammes. La 
quantite de conjugue a administrer sera deduite des quantites indiquees ci-dessus en tenant 
compte du PM de la proteine porteur. La quantite de vecteur d'expression a administrer est 

20 de Pordre de 10 a 5000 micro grammes dans le cas d'un vecteur non viral et de Pordre de 
10 E 4 a 10 E 8 TCED50 dans le cas d'un vecteur viral. 

Les vaccins selon la presente invention peuvent egalement contenir un adjuvant. Tout 
adjuvant ou melange d'adjuvants pharmaceutiquement acceptable peut etre utilise a cette fin. 
On peut citer a titre d'exemple les sels d'aluminium tels que Phydroxyde d'aluminium ou le 

25 phosphate d'aluminium. Des agents auxiliaires classiques tels que agents mouillants, charges, 
emulsifiants, tampons etc. peuvent egalement etre additionnes au vaccin selon Pinvention. 

Les vaccins selon la presente invention peuvent etre prepares par tout proced6 
classique connu de Phomme de d'art. Classiquement les antigenes selon Pinvention sont 
melanges avec un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable, tel que eau ou solution 

30 saline tamponnee au phosphate. Le support ou diluant va etre selectionne en fonction de la 
forme galenique choisie, du mode et de la voie d'administration ainsi que de la pratique 
pharmaceutique. Les supports ou diluants appropries ainsi que les exigences en matiere de 
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formulation pharmaceutique sont decrits en details dans Remington's Pharmaceutical 
Sciences, representant un ouvrage de reference dans ce domaine. 

Les vaccins mentionnes ci-dessus peuvent etre administres par toute voie classique, 
habituellement utilisee dans le domaine des vaccins, telle que la voie parenterale 
5 (intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, etc.). On utilisera de preference dans le cadre 
de la presente invention une administration intramusculaire. Une telle administration peut 
etre realisee avantageusement au niveau des muscles de la cuisse ou du bras. Une 
administration par voie muqueuse nasale, orale, vaginale ou rectale peut etre egalement 
recommandee dans le cadre de la presente invention. L'administration peut etre realisee par 

10 T administration d'une dose unique ou de doses repetees, par exemple a JO, a 1 mois, a 
3 mois, a 6 mois et a 12 mcis. On utilisera de preference les injections a JO , a 1 mois et a 
3 mois avec un rappel dont la periodicite pourra etre aisement determinee par le medecin 
traitant. - 

Le vaccin selon la presente invention peut avantageusement etre administre selon un 

15 schema posologique comprenant la co-administration d'un vecteur d'expression selon 
Tinvention et d'un polypeptide selon Tinvention ou selon un schema de « prime-boost » 
dans lequel le vecteur selon Tinvention est administre en premier et le polypeptide en tant 
qu'injection de rappel. Dans ces deux schema posologique, le vecteur d'expression selon 
Tinvention peut etre remplace par tout vecteur d'expression exprimant un ou plusieurs 

20 antigenes ou epitopes du VIH differents du polypeptide selon Tinvention, et en particulier 
par un vecteur ALVAC ou NYVAC. 

La presente invention entend egalement couvrir un polypeptide, un conjugue ou un 
vecteur tel que defini ci-dessus et le vaccin contenant ces composes pour leur utilisation pour 
induire des anticorps neutralisant des isolats primaires du VIH. 

25 La demand eresse a mis en evidence de fa?on surprenante que le polypeptide selon 

Tinvention etaient capables apres administration d'induire des anticorps susceptibles de 
neutraliser des isolats primaires du VDH. Ces antigenes representent done des candidats de 
valeur pour Telaboration d'un vaccin utilisable pour la protection et/ou le traitement d*un 
grand nombre, voire la totalite des sujets a risques ou infectes par le VIH. 

30 La presente invention concerne done egalement une methode d'induction d'une 

reponse immunitaire chez un sujet hote incluant Thomme comprenant T administration d'un 
vaccin selon Tinvention. On entend par «une reponse immunitaire » une reponse 
comprenant la production d'anticorps dirig^s specifiquement contre le polypeptide selon 
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Tinvention. La production d' anticorps specifiques peut etre aisement determinee par des 
techniques classiques bien connues de rhomme de Tart telles que ELISA, RIA, western blot. 

L' invention a egalement pour objet une methode de diagnostic comprenant la mise en 
contact d'un polypeptide selon Tinvention avec un echantillon biologique et la detection des 
complexes anticorps/polypeptide form6s. 

Le polypeptide selon la presente invention peut en effet etre utilise dans un test 
ELISA pour detecter les anticorps anti-gp41 qui sont presents dans le serum des individus. 
Le polypeptide selon la presente invention est done utile comme outil de diagnostic car la 
presence d 9 anticorps anti-gp41 est un marqueur fiable d'une infection par le HIV. 

Dans ce cas, le polypeptide selon Tinvention est depose sur une plaque ELISA, puis 
mis en contact avec des dilutions en serie du serum du patient a tester et enfin mis en contact 
avec un anticorps anti-humain lie a une enzyme. Le complexe anticorps anti- 
humain/anticorps anti-gp41 /polypeptide ainsi forme est ensuite detecte par colorimetrie. 

La presente invention va etre decrite de fa?on plus detaillee dans les exemples qui 
suivent par reference aux figures annexees dans lesquelles : 

La figure 1 est une representation schematique du phenomene de changement de 
conformation de la gp41 qui precede la fusion des membranes cellulaire et virale. 

La figure 2 donne la sequence complete de la gp41 LAI dans laquelle ( ) 

represente le peptide de fusion et ( ) represente le domaine transmembranaire. 

La figure 3 donne la sequence du polypeptide derivant de la proteine gp41 LAI qui 
est utilise comme produit de depart dans les exemples fournis. 

Les figures 4 et 5 donnent une representation schematique des regions 1 a 4, la figure 
4 resume les fonctions des mutations envisagees. Les chiffres donnes entre parentheses se 
referent aux regions identifiees, « favoriser les interactions (3-12) » signifiant que les 
interactions entre la region 3 et les regions 1 et 2 sont favorisdes. 

Les exemples decrits ci-dessous sont donnes a titre purement illustratif de Tinvention 
et ne peuvent en aucun cas etre consideres comme limitant la portee de cette derniere. 

Exemple 1 : Preparation de differents polypeptides selon Tinvention 

1- clonage de la sequence de la figure 3 dans un vecteur d'expression 

La sequence d'ADN codant pour le polypeptide identifie a la figure 3 a et6 clon6e dans un 
systeme d'expression inductible. 



WO 02/053587 



19 



PCT/FR02/00031 



Le vecteur utilise est le Pet -cer qui est construit a partir du vecteur pET28 de Novagen. Le 
vecteur commercial pET28c a ete amplifie par PCR a l'aide de 2 amorces situees de part et 
d'autre de la region correspondant a l'origine Fl, de sorte que le produit amplifie corresponde 
a la quasi totalite du vecteur d'origine moins la region comprenant Torigine Fl. Les sites de 
5 restriction uniques AscI et Pad sont apportes respectivement par les 2 amorces ayant servi a 
ramplification. Parallelement le fragment cer est amplifie a Taide de 2 amorces qui 
permettent d f obtenir ce fragment encadre par les sites AscI et Pad. 
Vecteur et fragment Cer sont digeres par les enzymes AscI et Pad puis ligues entre eux 
Ce vecteur comprend en particulier une cassette d'expression sous le controle du promoteur 
10 T7, un polylinker en aval du promoteur T7 pour le clonage du gene d'interet, le fragment 
CER situe en aval du polylinker , permettant de diminuer la multimerisation des plasmides, 
un terminateur de transcription T7 term et le gene de resistance a la kanamycine. 
La regulation positive du promoteur est obtenue en presence de la T7 RNA polymerase. • 
2- mutagenese dirigee 

15 La mutagenese dirigee pour Fobtention des polypeptides mutes selon Finvention est mise en 
oeuvre par utilisation du KIT QuickChange site-directed mutagenesis de Stratagene. 
Pour chaque mutation 2 oligonucleotides de mutagenese qui encadre l'acide amine a muter 
sont definis. Par exemple pour la mutation R51 A, les oligonucleotides suivants sont utilises : 

R 

20 Sequence de reference ctg get gtg gaa aga tac eta aag gat 

A 

Oligonucleotide 5' ctg get gtg gaa gca tac eta aag gat 

Oligonucleotide 3' ate ctt tag gta tgc ttc cac age cag 

25 Les 2 oligonucleotides vont sliybrider a la meme sequence sur les brins complementaires du 
plasmide contenant la sequence a muter. La mutation se situe au centre des oligonucleotides 
et elle est bordee par 12 nucleotides de chaque cot£. 

La reaction de mutagenese est realisee sur le plasmide de F exemple 1 dans les conditions 
suivantes : on soumet un melange contenant : Tampon de reaction 10X 5 pi; plasmide a 
30 muter lOOng/^l ljil; Oligo 5' (125ng/jil ), lfil; Oligo 3 1 (125ng/jil ), Ipk Mix dNTPs 
10mM, IjjiI, H20 UF, 40fil et polymerase thermostable de Pyrococcus furiosus 2,5U/fil, lfil i 
une PCR selon les cycles definis ci-dessous : 95°C, 30" ; 95°C, 30" ; 55°C, 1' ; 68°C, 2 f Apb 
de plasmide ; 12 cycles ; temperature de fin de reaction : 20°C 
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En utilisation le protocole ci-desssus, les differents mutants identifi6s dans le 
tableau 1 ont ete prepares. 

3- expression 

L'expression des plasmides issus de Petape 2 ci-dessus est realisee chez Exoli. Pour ce faire 
5 une souche modifiee d* Exoli est utilisee :BL21 RILXDE3. 

Cette souche est enrichie en tRNA rares (ARG, ILE, LEU), elle contient le gene codant pour 
la T7 RNA polymerase lequel est sous le controle du promoteur lac UV5 inductible par 
addition dTPTG a une concentration de ImM. 

Dans un premier temps la souche est transformee par le plasmide mute selon le protocole 
10 comprenant les etapes suivantes : repiquage de 3 colonies dans 10 ml de LB 
+ANTIBIOTIQUE ; Incubation une nuit a 37°C ; reensemencer la preculture au 1:100 dans 
15ml de LB+ANTE3IOTIQUE au 1:100 ; laisser pousser jusqu'a DO600 de 0.5 ; Prelever 1 
ml pour verifier la DO600 ; prelever 7 ml pour l'echantillon non induit ; induire les- 7 autres 
ml avec ImM d'IPTGet Induction 3H a 37°C. 
15 Le meme protocole a ete mis en oeuvre sur plusieurs litres de culture pour produire une 
grande quantity de bacteries pour purifier le polypeptide mut6. 

4- purification 

Le culot cellulaire forme des bacteries recoltees dans un litre de milieu de culture est 
decongele et repris dans 2x 100ml de tampon Tris 30mM a pH8 en presence d*un inhibiteur 
20 de protease (Pefabloc, Interchim) a la concentration de lOO^iM. Du lysozyme est ajoute a la 
concentration de lOO^g/ml et le melange est incube 30 minutes a temperature ambiante. Les 
cellules sont ensuite cassees par sonication 

(4 cycles de deux minutes) avec une puissance approximative de 150Watts. La gp41 se 
trouve sous forme de corps d'inclusion. Ceux-ci sont laves dans un tampon PBS-tween20 a 
25 0,05% a 4°C et centrifuges pendant 15minutes a lOOOOg. Apres elimination du surnageant, la 
solubilisation du culot de centrifugation compos6 essentiellement des corps d'inclusion est 
effectuee en une heure a temperature ambiante en agitation douce en presence de 50ml de 
tampon CAPS a pH 10,4 contenant 3% deN-lauryl sarcosine. 

La fraction solubilisee est ensuite dialys6e a 4°C contre un tampon Tris 30mM a pH 8 
30 contenant de lWee 8M (5 bains) et filtree sur un filtre de porosite 0,45 ^m puis chargee sur 
un colonne Hi-Trap 1ml (Pharmacia). Ces supports de chromatographic d'affinite chelatent 
des atomes de Nickel sur lesquels se fixent les residus histidines de I f extr6mit6 C terminate 
de la proteine. 



BNSDOC1D: <WO__02053587A2_L> 



WO 02/053587 



21 



PCT/FR02/00031 



Apres lavage, Telution de la proteine est obtenue dans le tampon Tris 30mM a pH8 
contenant de l*uree 8M et 500mM d'imidazole. Les fractions eluees sont dialysees dans un 
tampon Tris 30mM a pH8 et 8M uree sans imidazole et avec des quantites decroissantes 
d'uree, en allant jusqu'a 2M. Cette technique permet de purifier toutes les molecules de gp41 
5 mutantes ou natives en presence ou en absence du peptide de fusion. 

Exemple 2 : Immunogenicite et induction d'anticorps neutralisants 

L'immunogene teste dans cet exemple correspond a un polypeptide de sequence SEQ 
ID N°2 dans laquelle la mutation I101D a ete introduite par mutagenese dirigee et qui 
comprend en C-terminal une sequence d'histidines pour faciliter sa purification. La 
10 preparation de Pimmuncgene a ete mise en oeuvre selon les procedes decrits dans les 
exemples precedents. 

Des groupes de 5 cobayes ont ete immunises 3 fois par voie intramusculaire (dans la 
cuisse, au niveau du muscle biceps femoris) a 3 semaines d'intervalle (jours 1, 22 et 43) avec 
20 ixg par dose de gp41 native ou de polypeptide I101D en presence de 6 mg de phosphate 
15 d'aluminium. L'immunogene a ete administre sous un volume de 0,5 ml, soit 0,25 ml par 
cuisse. Les serums ont et6 preleves a Jl, J43 et J57. 

Les serums immuns (J43) individuels et les melanges de serums preimmuns (Jl) de 
chaque groupe ont ete testes en ELISA pour leurs titres anticorps IgG induits contre la gp41 
native et contre la gpl60 MN/LAI-2. 
20 Les serums immuns (J57) individuels et les melanges de serums preimmuns (Jl) de 

deux groupes ont ete testes pour leur activite seroneutralisante vis a vis de V isolat V1H-1 
primaire Bx08. 

Les resultats obtenus montrent que le polypeptide selon la presente invention est 
aussi immunogene que la gp41 native. 
25 De plus, le test de neutralisation de C. Moog et al a montr6 que le polypeptide selon 

Tinvention induisait des anticorps neutralisants. (% de reduction > a un facteur 10). 
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REVENDICATIONS. 

1. Polypeptide capable de former une structure correspondant a ou mimant l'etat 
intermediate de la gp41 comprenant au moins une mutation selectionnee dans le 
groupe consistant en : T35I ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L ; I101D ou S ; I108D et 
W94D. 

2. Polypeptide selon ia revendication 1 comprenant au moins une autre mutation 
selectionnee dans le groupe comprenant : G13 A, L, M, I, W ou K ; Q17A ou E ; 
Q18A ou E; A24Q, E, S ou R ; Q28A ; T35I ou L ; V36Q ou E ; W37S ou D ; G38A, 
V, L, I, M ou E ; Q39A, V, L, I, M ou E ; K40E, A, V, L, I ou M ; Q41 A, V, L, I, M 
ou E ; Q43A, V, L, I, M ou E ; L47A ou D ; V49I ou L ; R51A, N ou E ; Q561 ; 
C64S ; C70S ;ouL; W94D ; D98A, V, L, I, M ou K ; R99A, N oU E ; I101D ou S ; 
Y104M ou E ; I108D ; Ql 19A, V, L, I, M, S, N ou R ; E120A ; K121A ; E123A ; 
E125A ; R153N ou A et R173N ou A 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, comprenant les mutations suivantes : 
T35I ; I101D ; T35I + Q28I +I101D ; T35I + Q28I + I101D + Q119N ; I101D + 
I108D + Q131N + W37A ; I101D + I108D + Q142N + L126D ; W37A + I101D + 
I108D + Q119N;ouI101D + I108D + Q119N + L126D. 

4. Polypeptide de sequence SeqID n°2 dans laquelle au moins Tune des mutations 
definies dans Tune quelconque des revendications 1 a 3 a ete introduite. 

5. Conjugu6 comprenant un polypeptide selon lWe des revendications 1 a 4, conjugug a 
une proteine ou un peptide porteur. 

6. Sequence d'ADN codant pour un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou pour un conjugu6 selon la revendication 5. 

7. Vecteur d'expression comprenant la sequence d'ADN selon la revendication 6. 

8. Cellule-hote contenant le vecteur selon la revendication 7. 
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9. Precede de preparation d'un polypeptide selon lHine quelconque des revendications 1 
a 5 comprenant Texpression dudit polypeptide a partir d'une cellule-hote telle que 
definie dans la revendication 8. 

5 

10. Vaccin contre le V1H, comprenant au moins un polypeptide selon Tune des 
revendications 1 a 4, ou au moins un conjugue selon la revendication 5 ou au moins 
un vecteur d'expresslon selon la revendication 7, un support pharmaceutiquement 
acceptable et eventuellement un adjuvant. 

10 

11. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 pour la 
preparation d'un medicament pour Tinduction d'anticorps neutralisant des isolats 
primaires du V1H. 
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Figure 2 : Sequence complete de la proteine gp41 LAI 

avgigalfl gflgaagstm gaasm tltvg arqllsgivq qqnnllraie 4 9 
aqqhllqltv wgikqlqari laverylkdq qllgiwgcsg klicttavpw 99 
naswsnksle qiwnnmtwme wdreinnyts lihslieesq nqqekneqel 149 
leldkwaslw nwfnitnwlw yiklfimivg glvglrivfa vlsivnrvrq 199 
gysplsfqth lptprgpdrp egieeegger drdrsirlvn gslaliwddl 249 
rslclfsyhr lrdlllivtr ivellgrrcw ealkywwnll qvwselknsa 299 
vsllnataia vaegtdrvie vvqgacrair hiprrirqgl erill 344 



peptide de fusion (AA 1-23) 

domaine transmembranaire (AA173-194) 



Figure 3 : Sequence du polypeptide derivant de la proteine 
gp41 LAI utilisee comme produit de depart dans les exemples 

mtltvq arqllsgivq qqnnllraie aqqhllqltv wgikqlqari 4 6 

laverylkdq qllgiwgcsg klicttavpw naswsnksle qiwnnmtwme 96 

wdreinnyts lihslieesq nqqekneqel leldkwaslw nwfnitnwlw 14 6 
yiknrvrqgy splsfqthlp tprgpdrpeg i 177 
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SEE SUPPLEMENTARY SHEET 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . | [ As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 



As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 

1-11 ( partially ) c f # inventions land 4 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report j 
1 — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The International Searching Authority has determined that this international 
application contains more than one invention or group of inventions, namely 

1 . Claims 1-11 (all in part) 



A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one T35I 
or L mutation; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

2. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one V49I 
or L mutation, apart from the polypeptides in invention 1; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and the 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

3. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one Q56I 
or L mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 and 2; a 
conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

4. Claims 1-1 1 (all in part) 



Form PCT/ISA/210 

ISDOCID: <WO_02053587A3J_> 



International application No. 
PCT/FR 02/00031 



A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one I101D 
or S mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 3; a 
conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

5. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capabie of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one I108D 
mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 4; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and the 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

6. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one W94D 
mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 5; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and the 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

7. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one G13A, L, M, I, W or K mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 6; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
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such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

8. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q17A or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 7; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

9. Claims 4- 1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Ql 8 A or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 8; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

1 0. Claims 4- 1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one A24Q, E, S or R mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 9; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

11. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q28A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 10; 
a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
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sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

12. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one V36Q or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 1 1; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

13. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one W37S or D mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 12; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

14. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one G38A, V, L, I, M or E mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 13; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

15. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one G39A, mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
14; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
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for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

1 6. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one K40E, A, V, L, I or M mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 15; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

17. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q41 A, V, L, I, M or E mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 16; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

1 8. Claims 4- 1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q43 A, V, L, I, M or E mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 17; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HEV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

19. Claims 4-1 1 (all in part) 
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A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one L47A or D mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 18; a conjugate including such a polypeptide, aDNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

20. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R51 A, N or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 
1 to 19; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

21 . Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one C46S mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 20; 
a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

22. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one C70S or L mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 21; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

23. Claims 4-1 1 (all in part) 
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A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one D98A, V, L, I, M or K mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 22; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

24. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R99A, N or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 
1 to 23; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

25. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Yl 04M or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 24; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

26. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q19A, V, L, I, M, S, N or R mutation, apart from the 
polypeptides in inventions 1 to 25; a conjugate including such a 
polypeptide, a DNA sequence coding for such a polypeptide, an 
expression vector including said DNA sequence; a host cell 
containing said vector, a method for preparing such a polypeptide; an 
HIV vaccine including such a polypeptide; and the use of such a 
polypeptide for preparing a drug. 
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27. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one E120A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
26; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

28. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one K121A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
27; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

29. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one El 23 A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
28; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

30. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one El 25 A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
29; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 



Form PCT/ISA/210 

BNSDOCtD: <WO_02053587A3_I_> 



International application No. 
PCT/FR 02/00031 



3 1 . Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R153N or A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 30; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

32. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R173N or A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 3 1; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 
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□ 
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justifiant une taxe additionnelle, Padministration n'a solllclte le paiement c?aucune taxe de cette nature. 



3. y Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a 6te payee dans les delate par le deposant, le present 
L- 4 - 1 rapport de recherche inter nationale ne porte que sur les revendications pour lesqueDes les taxes ont ete payees, a savotr 
les revendications n °* 

1-11 (partiellement) cf. inventions 1 et 4 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche Internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °* 



Remarque quanta la reserve 



] Les taxes addtionnetles etalent accompagnees d'une reserve de la part du deposar 
| X | l- e paiement des taxes additionnelles n'etatt assorti d'aucune reserve. 
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L' administration chargee de la recherche international a trouve 
plusieurs (groupes d') Inventions dans la demande Internationale, a 
savoir: 

1. revendicatlons: 1-11 (toutes parti el lement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant 1 'etat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation T35I ou L; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



2. revendications: 1-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant I'etat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation V49I ou L sauf les polypeptides contenus 
dans 1 'invention 1; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



3. revendications: 1-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant I'etat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation Q56I ou L sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-2; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h6te contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



4. revendications: 1-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant I'etat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation I101D ou S sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-3; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vacdn contre le VIH comprenant un tel 
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polypeptide; et utilisation (Tun tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



5. revendications: 1-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant 1'etat intermedial re de la gp41 comprenant au 
moins une mutation I108D sauf les polypeptides contenus dans 
les inventions 1-4; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



6. revendications: 1-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant l'etat i ntermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation W94D sauf les polypeptides contenus dans 
les inventions 1-5; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



7. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation G13A,L,M,I,W ou K sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-6; conjugu6 comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d' expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



8. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q17A ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-7; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 



Demande Internationale No. PCTTR 02 00031 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



preparation d'un medicament. 



9. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q18A ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-8; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cel1ule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



10. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation A24Q,E,S ou R sauf les polypeptides contenus dans 
les inventions 1-9; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



11. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q28A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-10; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



12. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation V36Q ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-11; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 
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13. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation W37S ou D sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-12; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d 'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



14. revendications: 4-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation G38A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-13; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



15. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q39A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-14; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d' express ion comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hSte contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



16. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation K40E,A,V,L,I ou M sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-15; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h6te contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



17. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
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mutation Q41A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-16; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur depression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



18. revendications: 4-11 (toutes partiel lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q43A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-17; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



19. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation L47A ou D sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-18; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



20. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R51A,N ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-19; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vacdn contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



21. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation C64S sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-20; conjuguS comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
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d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



22. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation C70S ou L sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-21; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hdte 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



23. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation D98A,V,L,I,M ou K sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-22; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d' expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



24. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R99A,N ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-23; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



25. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Y104M ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-24; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d' expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
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polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



26. revendications: 4-11 (toutes parti el lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation Q19A,V,L,I,M,S,N ou R sauf les polypeptides 
contenus dans les inventions 1-25; conjugue comprenant un 
tel polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel 
polypeptide, vecteur d'expression comprenant cette sequence 
d'ADN; cellule-hote contenant ce vecteur, procede de 
preparation d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH 
comprenant un tel polypeptide; et utilisation d'un tel 
polypeptide pour la preparation d'un medicament. 

27. revendications: 4-11 (toutes parti el lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation E120A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-26; conjugue" comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

28. revendications: 4-11 (toutes partlel lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation K121A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-27; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



29. revendications: 4-11 (toutes parti el lement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation E123A sauf les polypeptides contenus dans les 
Inventions 1-28; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h8te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 
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30. revendlcations: 4-11 (toutes parti ell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation E125A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-29; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d' expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



31. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R153N ou A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-30; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



32. revendications: 4-11 (toutes partlellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R173N ou A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-31; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 
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